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摘要 :【 目的 】 研 究 柑橘 凤 蝶 Papilio xuthus 细胞 系 RIRI-PX1 的 单 细胞 克隆 株 RIRI-PX1-C24 的 生物 
学 和 重组 蛋白 表达 特性 。|【 方 法 ] 用 野生 型 首 蒂 银 纹 夜 蛾 核 型 多 角 体 病毒 (wild-type Autographa 
californica multiple nucleopolyhedrosis virus ，wt-AcMNPYV ) 侵 染 RIRI-PX1-C24 与 RIRI-PX1 ,检测 细胞 
对 野生 型 病毒 的 敏感 性 ;使 用 重组 绿色 荧光 蛋白 杆 状 病毒 (AcMNPV-GFP)、 重 组 B- 半 和 乳糖 普 酶 杆 
状 病毒 (AcMNPV-Gal) 以 及 重组 分 交 型 碱 性 磷酸 酶 杆 状 病毒 (AcMNPV-SEAP) 分 别 侵 染 细 胞 系 
RIRI-PX1-C24 和 RIRI-PX1 ,在 之 后 的 24, 48, 72, 96, 120, 144 和 168 h 检测 3 种 重组 蛋白 的 表达 
量 ; 通 过 简单 重复 序列 区 间 (inter simple sequence repeat，ISSR ) 标记 比较 RIRI-PX1-C24 与 RIRI- 
PX1 的 遗传 相似 性 。【 结果 】 亲 本 细胞 系 RIRI-PX1 和 克隆 株 RIRI-PX1-C24 均 能 被 wt-AcMNPYV 侵 
染 , 其 中 RIRI-PX-C24 对 wt-AcMNPYV 的 敏感 性 较 RIRI-PXL 有 显著 提高 。3 种 重组 蛋白 均 能 在 2 个 
细胞 系 中 表达 ,其 中 重组 绿色 荧光 蛋白 在 RIRI-PX1-C24 中 的 表达 水 平 远 高 于 在 亲本 细胞 系 RIRT- 
PX1 中 的 表达 水 平 ,但 重组 B- 半 和 乳糖 普 酶 蛋白 和 重组 分 汶 型 碱 性 磷酸 酶 蛋白 在 RIRI-PX1-C24 中 
的 表达 水 平 较 在 RIRI-PX1 中 的 无 显著 提高 。 用 10 条 ISSR 引物 进行 的 RIRI-PX1-C24 和 RIRI-PX1 
2 个 细胞 系 的 指纹 图 谱 分 析 中 ,4 条 引物 扩 增 条 之 在 这 2 个 细胞 系 间 存在 差异 ;2 个 细胞 系 的 遗传 
相似 性 范围 在 0~83.33% 之 间 ,说 明 克 隆 株 及 其 亲本 细胞 系 在 基因 型 上 存在 差异 。 【结论 】 通 过 对 
柑橘 凤 蝶 细胞 系 RIRI-PX1 进行 单 细 胞 克隆 ,确实 获得 了 使 重组 绿色 荧光 蛋白 表达 水 平 有 显著 提高 
的 克隆 株 RIRI-PX1-C24 ,其 利用 价值 仍 需 进一步 的 研究 。 

关键 词 : 柑橘 凤 炬 ; 单 细胞 克隆 ; 重组 杆 状 病毒 ; 重组 蛋白 ; 简单 重复 序列 区 间 

中 图 分 类 号 : Q965.8 ”文献 标识 码 : A ”文章 编号 : 0454-6296(2019 )03-0304-08 
Characterization and recombinant protein expression in the clonal strain 


RIRI-PX1-C24 derived from Papilio xuthus (Lepidoptera : Papilionidae ) 

SUN Na, DING Wei-Feng, LIU Zhi-Gang, ZHANG Xin，LI Xian, FENG Ying (Key Laboratory of 
Cultivating and Utilization of Resource Insects of State Forestry Administration, Research Institute of 
Resource Insects, Chinese Academy of Forestry, Kunming 650233, China) 

Abstract:【 Aim 】 This study aims to explore the biological characteristics and the expression of 
recombinant proteins in the cell line RIRI-PX1-C24 cloned from RIRI-PX1 cell line derived from Papilio 
xuthus. [ Methods 】 The wild-type Autographa californica multiple nucleopolyhedrosis virus ( wt- 
AcMNPV ) was used to infect the clonal strain RIRI-PX1 -C24 and the parent cell line RIRI-PX1 , and the 
viral susceptibility of the two cell lines were detected. The recombimant baculoviruses carrying three 


reporter genes, i. e., green fluorescent protein (GFP) gene, B-galactosidase (Gal) gene, and secreted 
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alkaline phosphatase (SEAP ) gene, were used to infect RIRI-PX1-C24 and RIRI-PX1. The expression 
levels of the three recombinant proteins between the two cell lines were detected at 24 , 48, 72, 96, 120, 
144, and 168 h after viral infection. The genetic similarity between RIRI-PX1-C24 and RIRI-PX1 were 
compared by using inter simple sequence repeat (ISSR) markers. 【Results】Both of the parent cell line 
RIRI-PX1 and the clonal strain RIRI-PX1-C24 could be infected by wt-AcMNPV, but RIRI-PX1-C24 
was significantly more susceptible to wt-AcMNPYV than RIRI-PX1. The recombinant GFP had significantly 
higher expression levels in RIRI-PX1-C24 than in RIRI-PXI1. 
differences in the expression levels of recombimant Gal protein and recombinant SEAP protein between 
RIRI-PX1-C24 and RIRI-PX1. The fingerprint analysis of RIRI-PX1-C24 and RIRI-PX] using 10 ISSR 


primers generated four differential markers. The two cell lines had the genetic similarity levels ranging 


However, there were no significant 


from 0 to 83. 33% , indicating the difference in genotype. 【 Conclusion)] This study has produced the 
clonal strain RIRI-PX1-C24 from the parent cell line RIRI-PX1 of P. xuthus by single cell cloning, 
which has a significantly enhanced expression level of recombinant GFP. The application value of RIRI- 


PX1-C24 needs further research. 


Key words: Papilio xuthus; single cell cloning; recombinant baculovirus; recombinant protein; inter 


simple sequence repeat (ISSR) 


昆虫 细胞 系 及 其 培养 技术 已 被 广 泛 应 用 于 昆虫 
生理 学 病理 学 及 分 子 生物 学 等 领域 ( 张 赛 等 ， 
2007) 。 其 中 ,利用 昆虫 细胞 作为 生物 反应 器 的 杆 
状 病 毒 表达 载体 系统 (baculovirus expression vector 
system ，BEVS) 已 被 用 于 重组 蛋白 的 体外 表达 ,在 生 
物 学 、 农 学 以 及 医学 领域 发 挥 重 要 作用 (Granados et 
al.，2007; Swiech et al., 2012 ) 。 目前 ,已 报道 的 昆 
虫 细胞 系 多 数 来 源 于 饼 怒 目 ( Lepidoptera) 昆虫 
(Murhammer, 2016) ,特别 是 来 源 于 鳞 妈 目 夜 峨 科 
的 草地 贪 夜 峨 Spodoptera frugiperda 卵 梨 细胞 系 S89 
和 Sf21 以 及 粉 纹 夜 蛾 Tricoplusia ni 细胞 系 BTI-Tn- 
5B1-4 等 (Vaughn ei al., 1977; Granados et al., 
1994 ) 是 广泛 用 于 BEVS 的 箱 主 细胞 系 。 在 这 些 细 
胞 内 表达 的 外 源 糖 重 日 的 糖 链 主要 为 三 甘露 糖 
(paucimannose) 型 , 而 不 是 类 似 哺 乳 动物 体内 的 复 
杂 的 末端 唾液 酸化 的 N- 糖 链 ( Jarvis and Finn ， 
1995 ， Marchal ei al., 2001; Jarvis, 2003 ) ,因此 在 治 
疗 性 蛋白 的 生产 方面 BEVS 应 用 很 少 (Durocher and 
Butler，2009 ) 。Palomares 等 (2003 ) 对 黑 肪 金 王 蝶 
Danaus plexippus 细胞 系 DpN1 的 糖 基 化 研究 发 现 ， 
DpN1 表达 的 重组 重担 糖 基 化 程度 较 BTI-Tn5B1-4 
更 加 完全 ,并 认为 它 可 以 代替 常见 工程 细胞 系 进行 
复 林 糖 基 化 集 白 的 生产 ,这 为 开发 具有 新 特性 的 
BEVS 提供 了 可 能 。 

昆虫 细胞 系 ,特别 是 来 源 于 新 孵 幼 虫 的 细胞 系 ， 
是 通过 将 整个 虫 体 剪 碎 离散 后 获得 的 组 成 多 样 的 细 
胞 增殖 而 来 ,其 形态 、 大 小 、 以 及 对 病毒 的 敏感 性 者 




















存在 不 同 程度 的 差异 (Pan et al., 2010)。 单 细胞 元 
泽 技 术 是 纯化 细胞 系 使 其 均一 化 的 重要 手段 。 通 过 
单 细 胞 克隆 可 以 租 选 出 形态 均一 、 对 病毒 敏感 的 细 
胞 。 细 胞 系 RIRI-PX1 来 源 于 鲜 款 目 凤 蝶 科 
(Papilionidae ) 柑橘 凤 蝶 Papilio xuthus 新 及 幼 虫 , 其 
细胞 类 型 组 成 多 样 ,利用 野生 型 惠 覆 银 纹 夜 蛾 核 型 
多 角 体 病毒 (wild-type Autographa californica multiple 
nucleopolyhedrosis virus ，wt-AcMNPYV ) 侵 染 细胞 发 
现 ,部 分 细胞 表现 出 病理 学 特征 并 产生 大 量 包 洱 体 
(Zhang et al.，2012 )。 本 人 研究 以 亲本 细胞 系 RIRI- 
PX1 为 对 照 ,对 RIRI-PX1 的 单 细 胞 克隆 株 RIRI- 
PX1-C24 的 生物 学 特性 、 对 AcMNPV 敏感 性 以 及 侵 
染 后 3 种 重组 保 日 的 表达 水 平 进 行 了 人 研究 ,并 比较 
了 RIRI-PX1-C24 与 亲本 细胞 系 RIRI-PX1 的 遗传 相 
似 性 ,以 期 为 其 后 续 利 用 提供 参考 依据 。 











1 材料 与 方法 


1.1 供 试 细胞 

柑橘 风 蝶 细胞 系 RIRI-PX1 由 中 国 林 业 科 学 人 研 
究 院 资 源 昆虫 人 研究 所 建立 并 保存 。 单 细胞 元 隆 株 
RIRI-PX1-C24 是 使 用 刘志刚 等 报道 的 方法 (Liu et 
al.， 2018) ,通过 半 国体 培养 法 i Eppendorf 显 微 
操作 系统 从 RIRI-PX1 细胞 系 中 挑 取 培养 获得 的 。 
培养 基 为 张 欣 等 根据 经 典 Grace 昆虫 培养 基 经 过 改 
良 获 得 的 Grace “培养 基 ( Zhang et al., 2011, 2012 ) ， 
培养 时 添加 20% 的 HyClone 胎 牛 血清 (货号 
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SV30087.02 ) 以 促进 细胞 生长 。 培 养 条 件 为 27% 避 
光 恒 温 培养 。 
1.2 供 试 病毒 

wt-AcMNPV 由 江苏 大 学 唐 平 博士 馈赠 。 供 试 
的 3 种 重组 丁 状 病毒 分 别 是 :重组 绿色 允 光 和 集 日 
( green fluorescent protein ，CGFEP ) 杆 状 病毒 AcMNPV- 
CFP .重组 B- 半 乳糖 并 酶 (B-galactosidase ，Gal ) 杆 状 
病毒 AcMNPV-Gal 以 及 重组 分 沁 型 碱 性 磷酸 酶 
( secreted alkaline phosphatase，SEAP ) 杆 状 病毒 
AcMNPV-SEAP。AcMNPV-GFP 包含 的 GFP 基因 来 
日 商业 质粒 产品 phMGFP Vector ( Promega， 赁 号 
E6421 ，CenBank 登录 与: AY218848.1), 扩 增 引 物 
为 5'-GGCGAATTCATGGGCGTGATCAAGCCCGA-3" 
(下 划 线 为 酶 切 位 点 KcoR 1 ) 和 5’-GACAAGCTT 
AGCCGGCCTGGCGGGGTA-3'( 下划线 为 酶 切 位 点 
zzd 芽 ) 。AcMNPV-GCal 包含 的 B-galactosidase 基因 
来 和 目 pSV-B-Galactosidase Control Vector ( Promega, 
货号 上 1081 ，CenBank 登录 号 : X65335 ) , 扩 增 引物 
为 ”S'-GGCGAATTCGTCGTTTTACAACGTCGTGA-3 
(下 划 线 为 酶 切 位 点 KcoR 1 ) 和 5'-GACAAGCTTA 
TITTTCACACCAGACCA-3 (下划线 为 酶 切 位 点 
Fnzd 亚 ) 。AcMNPV-SEAP 的 SEAP 基因 来 自 pSEAP2- 
Control Vector (Clontech, 贷 写 631717 ，CenBank 登录 
写 , U89938), 扩 增 引 物 为 5'-ATGCTGCTGCTGCTG 
CTGCT-3” 和 5'’-GGATCCTGTCTGCTCGAAGCGGCC 
CG-3 (下 划 线 为 酶 切 位 点 BamH1)。 使 用 Bac-to-Bac 
杆 状 病 毒 表达 系统 (Thermo Fisher Scientific Inc.， 贷 
号 10359-016 ) 构建 上 述 重 组 杆 状 病毒 ,并 取 P2 代 
病毒 贮备 液 用 于 试验 。 使 用 BacPAK Baculovirus 
Rapid Titer Kit ( Clontech Laboratories ，Inc.， 赁 号 


了 了 

















1.3 细胞 对 wt-AcMNPYV 敏感 性 的 测定 

取 指 数 生 长 期 的 供 试 RIRI-PX1 和 RIRI-PX1- 
C24 细胞 稀释 至 密度 为 3. 25 x 10 个 [mL ,接种 至 
96 孔 细胞 培养 板 ( Coming ,货号 3524) ,每 孔 200 pL 
细胞 惹 液 。 每 个 细胞 接种 4 了 筷 , 其 中 3 了 和 孔 作 为 平行 
处 理 ,1 孔 作 为 阴性 对 照 。27C 朋 育 1 bh 使 细胞 贴 
壁 , 吸 弃 孔 中 的 全 部 培养 基 。 使 用 BacPAK 
Baculovirus Rapid Titer Kit( Clontech, 贷 号 631406) 
检测 细胞 中 的 wt-AcMNPV 的 感染 量 : 将 wt- 
AcMNPYV 稀释 至 2. 08 x10 IFU/mL, 并 接种 于 上 述 
96 和 孔 板 , 每 筷 接 种 25 pL 病毒 黎 释 液 ,室温 孵育 1 h; 
吸 弃 孔 中 病毒 液 , 再 加 入 50 kL 甲 基 纤 维 素 (methyl 
cellulose) 履 盖 细 胞 ,于 27% 恒温 避 光 增 养 44 h; 利 








用 人 免疫 学 原理 标记 病毒 包 膜 集 白 CP64 ,染色 后 使 用 
Olympus IX71 ® 倒置 生物 显微镜 对 每 也 中 的 蓝 色 斑 
点 进行 计数 。 
1.4 重组 GFP 在 细胞 中 表达 水 平 的 测定 
1.4.1 重组 GFP 表达 水 平 检测 : 取 指 数 生 长 期 的 
供 试 RIRI-PX1 和 RIRI-PX1-C24 细胞 ,稀释 至 密度 
为 1 x10 个 /mL, 接 种 于 96 孔 细 胞 培养 板 ( Corning， 
代号 3524) ,每 筷 200 pL 细胞 悬 液 。 每 个 细胞 系 接 
种 4 和 孔 ,其 中 3 了 筷 接 种 AcMNPV-GFP 作为 平行 处 
理 ,1 孔 不 接种 病毒 作为 阴性 对 照 。 测 定 AcMNPV- 
GFP 病毒 滴 度 ,计算 并 稀释 病毒 液 , 使 每 个 细胞 感染 
的 病毒 数 达 到 5(MOI=5) 。 培 养 板 置 于 摇 床 (杭州 
米 欧 仪 锅 有 限 公 司 ,型 号 GS-20) 以 60 r/min 的 速率 
避 光 轻 抒 2 h ,使 细胞 充分 吸收 病毒 ;之 后 小 心地 将 
每 孔 中 培养 基 全 部 吸出 ,注意 避免 吸 起 细胞 。 然 后 
问 每 孔 中 补 加 200 pL 新 鲜 培养 基 , 置 于 27C 恒 温 
避 光 培养 。24 h 后 进行 第 1 次 检测 ,之 后 每 阳 24 bh 
检测 一 次 , 共 检 测 7 次 。 使 用 ImageXpress Micro 
XLS 千 场 高 内 闲 成 像 分 析 系 统 ( Molecular Devices ) 
对 接种 AcMNPV-GFP 的 96 孔 板 进行 扫描 ,统计 每 
所 中 发 绿色 灾 光 的 细胞 数 。 
1.4.2 Western blotting 检测 :使 用 AcMNPV-GFP 分 
别 感染 RIRI-PX1-C24 和 RIRI-PX1 细胞 。5 d 后 收 
集 细 胞 并 用 PBS 清洗 2 裔 以 除去 培养 基 。 细 胞 询 
解 液 (Thermo, 仙 号 89802 ) 裂解 受 侵 染 的 供 试 细胞 
并 于 4% 低 温 以 12 000 g 速 认 离心 10 min 获得 上 清 
裂解 液 , 肝 与 6 x Protein Loading Buffer( 北京 全 式 金 
生物 技术 有 限 公司 , 贷 号 DL101-02 ) 按 照 5: 1 (vAv) 
混合 均匀 后 做 SDS-PACE ,其 中 及 浓度 为 12% ,电泳 
条 件 为 130 V 恒 压 50 min。 之 后 转 PVDF 膜 做 免疫 
印迹 ,其 中 一 抗 ProteinFind Anti-GFP Mouse Monoclonal 
Antibody( 全 式 金 ,货号 HT801-01 ,1: 1 500 稀 释 ) ,二 
抗 ProteinFind Goat Anti-Mouse IsgG (H +L), HRP 
Conjugate( 全 式 金 , 贷 写 HS201 ,1:2 500 稀 释 )。 
1.S 重组 B- 半 乳糖 背 酶 蛋白 在 细胞 中 表达 水 平 的 
测定 

使 用 24 和 孔 板 (Corming, 仙 号 3524 ) 接种 供 试 
RIRI-PX1 和 RIRI-PX1-C24 细胞 ,AcMNPV-Gal 接种 
方法 与 1.4.1 廊 接 种 AcMNPV-GFP 方法 相同 ,3 孔 
接种 AcMNPV-Gal 作为 平行 处 理 ,1 和 孔 不 接种 病毒 
作为 阴性 对 照 。 调 AcMNPV-Cal 的 MOI 到 5。 检 
测 前 再 次 以 60 r/min 的 速率 播 板 30 min, 使 细胞 表 
达 产 物 在 培养 基 中 分 布 均匀 。 每 筷 取 30 pL 培养 基 
作为 待 测 样品 ,并 回 原 孔 补 加 30 pL 新 鲜 培 养 基 。 
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使 用 B- 半 乳糖 苷 酶 Enzyme Assay System with 


Reporter Lysis Bufter (了 romega Corporation ， 贷 SF 


E2000 ) 检测 样品 中 B- 半 乳糖 苷 酶 活性 (mU) 。 使 用 
Varioskan Flash 多 功能 酶 标 仪 (Thermno Fisher ) 检测 
吸光 信 。 每 24 h 检测 一 次 ,连续 检测 7 d。 每 个 细 
胞 系 3 个 平行 处 理 与 工 个 空 晶 对照 的 酶 活性 分 别 记 
为 S1, S2, S3 和 C, 计 算 S1-C,S2 -C 和 S3-C 的 
平均 值 ( + 标准 差 ) 作 为 重组 绰 晶 在 待 测 细 胞 中 的 
表达 量 。 
1.6 重组 SEAP 和 蛋白 在 细胞 中 表达 水 平 的 测定 

供 试 RIRI-PX1 和 RIRI-PX1-C24 细胞 与 
AcMNPV-SEAP 的 接种 和 抽样 方法 同 1.5 市 所 述 步 
又 。 使 用 Phospha-Light System( Applied Biosystems， 
货号 T1017) 检测 样品 中 重组 SEAP 蛋白 的 活性 (mU ) 。 
1.7 简单 重复 序列 区 间 (inter simple sequence 
repeat，ISSR ) 图 谱 分 析 

按照 Grasela 和 McIntosh (2003 ) 的 方法 ,使 用 
10 条 ISSR 引物 ,其 中 包括 :4 条 5' 端 重复 序列 引物 : 
ISSR1 ( GCTAGTGCTCACACACACACACAT ) ，ISSR2 
(GATGCTGATGCACACACACACACA ) , ISSR3 ( GCA 
CATGCAGTGTGTGTGTGTGTG ) , ISSR4 ( CATGCACA 
TTGTGTGTGTGTGTGT) ;6 条 3' 端 重复 序列 引物 : 
ISSRS| (GA ),A |,ISSR6[ (AC),sG |,ISSR7| (AG ),G|, 
ISSR8 | ( CA ) ,AC | ，ISSR9 | (CA ).AG |, ISSR10 
[| (CA)。GG |。 对 RIRI-PX1 和 RIRI-PX1-C24 细胞 
系 进 行 ISSR-PCR 分 析 。 使 用 EasyPure Genomic 
DNA Kit (北京 全 式 金 生物 扩 术 有 限 公 司 , 货号 
EE101-01) 分 别 从 供 试 细胞 RIRI-PX1 和 RIRI-PX1- 
C24 中 抽 提 总 DNA 作为 模板 。PCR 反应 总 体积 ;> 
25 HL ,使 用 2 x EasyTaq PCR Super Mix( 北京 全 式 金 
生物 技术 有 限 公 司 ,货号 AS111-01) 配制 反应 体系 ， 
其 中 包括 200 ng DNA 模板 和 4 pmol/L 引物 。 
ISSR-PCR 扩 增 程序 : 95%C 3 min; 30 个 循环 (95C 
20 s, 40% 20 s, 72%C 30 s); 最 后 72%C 5 min。 扩 














增产 物 用 2% 的 琉 脂 糖 ( Biowest, 仙 号 111760 ) 凝 胶 
恒 压 40 V 4 h 进行 电泳 检测 (电泳 仪 Bio-Rad 
PowerPac Basic Power Supply ,型 号 164-5050)。 将 每 
个 样品 在 电泳 图 上 清晰 的 DNA 条 市 标记 为 1, 同一 
位 置 无 带 和 不 易 分 辨 的 带 记 为 0, 建 立 170 矩阵 , 量 
化 PCR 扩 增 产物 的 电泳 结果 。 统 计 每 个 引物 在 2 
个 供 试 细胞 系 中 扩 增 出 的 共有 和 特异 性 条 带 总 数 ， 
计算 共有 条 带 占 总 数 的 百分比 作为 2 个 细胞 系 的 遗 
传 相似 性 指数 ( Nguyen et al., 2011)。 
1.8 数据 分 析 

采用 单 因 系 方 差分 析 (one-way ANOVA) 对 wt- 
AcMNPV 敏感 性 试验 数据 进行 差异 显著 性 分 析 。 使 
用 IBM SPSS Statistics ( Version 19.0.0) 对 两 细胞 系 
数据 进行 独立 样本 1 检验 (independent samples t- 
test ) ,人 确定 殉 隆 株 RIRI-PX1-C24 对 3 种 重组 蛋白 的 
表达 水 平 较 亲 本 细胞 系 RIRI-PX1 是 否 具 有 显著 差 
异 (P<0.05 ) 。 








2 结 采 


2.1 亲本 细胞 系 RIRI-PX1 和 克隆 株 RIRI-PX1- 
C24 对 wt-AcMNPY 的 敏感 性 

利用 免疫 学 原理 标记 wt-AcMNPV 病毒 包 膜 蛋 
日 GP64 使 其 显现 可 见 蓝 色 标 记 , 以 示 踪 病毒 体位 
置 。 单 细胞 克隆 株 RIRI-PX1-C24 和 亲本 细胞 系 
RIRI-PX1 感染 wt-AcMNPV 44 h 后 均 能 产生 扩散 性 
蓝 色 斑点 (图 1), 说 明 供 试 细 胞 系 均 能 被 wt- 
AcMNPV 侵 染 , 且 病 毒 在 细胞 内 进行 了 复制 增殖 。 
在 相同 细胞 密度 和 相同 病毒 接种 量 的 情况 下 ,RIRI- 
PX1-C24 细胞 中 产生 的 平均 蓝 斑 数 为 13. 25 上 5. 12 
个 / 孔 , 显著 多 于 RIRI-PX1 的 5.75 + 上 3. 30 个 / 孔 
(下 =6.054, P=0.049 <0.05) ,说 明 克 隆 株 RIRI- 
PX-C24 对 wt-AcMNPV 的 敏感 性 较 亲 本 细胞 系 
RIRI-PX1 有 显著 提高 。 








0 
0 rene 


图 1 wt-AcMNPV 侵 染 44 h 后 克隆 株 RIRI-PX1-C24(A) 和 亲本 细胞 系 RIRI-PX1(B) 形 成 的 GP64 标记 蓝 斑 显 微 形态 照 户 


Fig. 1 


Blue plaques of envelope protein GP64 marked by immunological principle in the clonal strain RIRI-PX1-C24 (A) 


and the parent cell line RIRI-PX1 (B) after inoculation with wt-AcMNPYV for 44 h 
红色 箭头 指 回 蓝 色 斑 点 Red arrows point blue stained foci of infection. 比例 尺 Scale bar = 100 um. 
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2.2 重组 GFP 在 亲本 细胞 系 RIRI-PX1 和 克隆 株 
RIRI-PX1-C24 中 的 表达 水 平 

亲本 细胞 系 RIRI-PX1 和 克隆 株 RIRI-PX1-C24 
感染 AcMNPV-GFP 后 48 h 可 观察 到 发 绿色 殉 光 的 
细胞 ,感染 5 d 后 发 绿色 严 光 的 细胞 数 达到 最 大 (图 
2 ) 。 对 受 AcMNPV-GFP 侵 染 的 细胞 系 进行 Western 
blot 检测 (图 3), 发 现 重组 GFP 在 RIRI-PX1 和 








RIRI-PX1-C24 细胞 中 获得 表达 ,GFP 分 子 量 大 小 约 
27 kD ,与 重组 GFP 分 子 量 相 符 。 未 受 重组 病毒 侵 
染 的 供 试 细 胞 系 作为 阴性 对 照 ,在 27 kD 处 未 发 现 
对 应 条 带 。 从 GFP 对 应 条 带 亮 度 发 现 , 在 细胞 密 





度 .病毒 滴 度 以 及 侵 染 时 长 等 试验 条 件 均 相 同 的 情 
况 下 ,GFP 在 RIRI-PX1-C24 中 的 表达 量 显著 大 于 在 
RIRI-PX1 中 的 。 





图 2 亲本 细胞 系 RIRI-PX1(A 和 C) 和 克隆 株 RIRI-PX1-C24(B 和 D) 受 AcMNPV-GFP 侵 染 5 d 后 的 细胞 形态 
Fig. 2 Photomicrographs of the parent cell line RIRI-PX1 (A and C) and the clonal strain RIRI-PX1-C24 (B and D) 
infected with AcMNPV-GFP at 9 d post infection 
A, B: 明 场 光源 下 细胞 形态 照片 Cells under normal light; C, D: 激发 光 下 细胞 形态 照片 Cells emitting green fluorescent light under fluorescence 
INEEGNP 半角 归公 美光 从 自习 居 闹 宪 Reoownbiiaut iaciloiigs caiicaeaiihieeneciitean 商 宁 和 图 四 同 二 caaane fi 


Figs. 3 and 4. 比例 尺 Scale bar = 100 um. 
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图 3 亲本 细胞 系 RIRI-PX1 和 克隆 株 RIRI-PX1-C24 中 
重组 GFP 生日 的 Western blotting 人 免疫 印迹 结果 
Fig. 3 Western blotting analysis of recombinant GFP 
expressed from the parent cell line RIRI-PX1 and 
the clonal strain RIRI-PX1-C24 

M.: Transgen 180 bp Blue Plus NV Protein Marker (TransGen Biotech, 
Cat. DM131-01). 1, 3: 分 别 为 受 AcMNPV-GFP 侵 染 的 RIRI-PX1- 
C24 和 RIRI-PX1 细胞 RIRI-PX1-C24 and RIRI-PX1 cells infected 
with AcMNPV-GFP, respectively; 2, 4: 未 受 AcMNPV-GFP 侵 染 的 
RIRI-PX1-C24 和 RIRI-PX1 细胞 作为 阴性 对 照 RIRI-PX1-C24 and 
RIRI-PX1 cells uninfected with AcMNPV-GFP as negative controls, 


respectively. 


统计 亲本 细胞 系 RIRI-PX1 及 其 元 隆 株 RIRI- 
PX1-C24 随感 染 AcMNPV-GFP 时 间 的 延长 ,对 应 发 
绿色 灾 光 细胞 数 的 变化 情况 (图 4)。 发 现 RIRI- 
PX1-C24 在 接种 病毒 48 h 后 可 检测 到 发 绿色 灾 光 


细胞 ,绿色 殉 光 细胞 数量 不 随感 染 时 间 的 延长 而 持 
续 增 加 ,120 ph 后 达到 最 大 值 ,之 后 的 144 hn 和 168 h 
绿色 灾 光 细胞 数量 逐渐 减少 。 亲 本 细胞 系 RIRI- 
PX1 中 的 绿色 灾 光 细胞 数量 较 少 , 仪 在 接种 病毒 后 
72, 96 和 120 h 检测 到 极 少 细胞 显现 绿色 灾 光 。 对 
3 个 时 有 段 的 数值 进行 单 因 素 方 差分 析 (one-way 
ANOVA) 发 现 它 们 无 显 车 差异 (F =0.200, P= 
0. 824 >0.05)。 对 2 个 供 试 细胞 系 的 数据 进行 独立 
样本 :检验 (independent samples t-test) ,证 实 重 组 
GFP 在 克隆 株 RIRI-PX1-C24 中 的 表达 量 较 亲本 细 
胞 系 RIRI-PX1 有 显著 提高 (1 = -6. 183, df = 
2.616, P=0.013 <0.053 ) 。 
2.3 重组 B- 半 乳糖 背 酶 香 白 在 杀 本 细胞 系 RIRI- 
PXL 和 克隆 株 RIRI-PX1-C24 中 的 表达 

比较 重组 B- 半 乳糖 芽 酶 重 白 在 亲本 细胞 系 
RIRI-PX1 和 克隆 株 RIRI-PX1-C24 中 的 表达 量 的 变 
化 情况 (图 5) ,发 现 2 种 细胞 均 能 被 AcMNPV-Gal 
侵 染 并 表达 B- 半 乳糖 车 酶 ,B- 半 乳糖 车 酶 的 表达 量 
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IT 随 病 毒 侵 染 时 间 的 延长 而 呈现 波浪 形变 化 趋势 。48 

h 后 B- 半 乳糖 背 酶 在 RIRI-PX1 中 的 表达 量 达到 最 

了 人 高 [ 酶 活性 (63. 423 上 6. 310) x 10-3 mU] , RIRL 

0 PX1-C24 中 在 168 h 后 达到 最 高 值 [ (55. 639 + 

要 3 7. 666) x10-? mU]。 独 立 样 本 ! 检验 结果 发 现 , 重 

RE 组 B- 半 乳糖 音 酶 蛋白 在 克隆 株 RIRI-PX1-C24 中 的 

7 表达 量 较 亲本 细胞 系 RIRI-PX1 没有 显著 提高 (1 = 
人 -0.90, df=40, P=0.372 >0.05) 。 

三 40 2.4 重组 SEAP 蛋白 在 亲本 细胞 系 RIRI-PX1 和 

克隆 株 RIRI-PX1-C24 中 的 表达 

?7 8 72 96 120 144 168 重组 SEAP 和 蛋白 的 表达 量 随 AcMNPV-SEAP 侵 

0 染 时 间 的 延长 而 逐渐 增 大 (图 6) ,96 h 后 亲本 细胞 

图 4 ”亲本 细胞 系 RIRLPX1 和 克隆 株 RIRI-PX1-C24 中 系 RIRI-PX1 和 元 隆 株 RIRI-PX1-C24 中 SEAP 的 酶 


发 绿色 灾 光 的 细胞 数 日 随 侵 染 AcMNPV-GFP 
时 间 而 变化 的 直方 图 

Fig. 4 Histogram depicting the presence of GFP expressed 

in the parent cel line RIRI-PX1 and the clonal 

strain RIRI-PX1-C24 at various time points 
after inoculation with AcMNPV-GFP 

图 中 数据 为 平均 值 上 标准 差 ; 星 号 示 同 一 时 间 两 细胞 系 之 间 差 异 
显著 (P<0.05, 独立 样本 上 检验 ) 。Data in the figure are mean + 
SD, and the asterisk indicates significant difference ( P < 0.05, 


independent samples t-test) between the two cell strains at the same 
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图 5 亲本 细胞 系 RIRI-PX1 和 克隆 株 RIRI-PX1-C24 中 


重组 B- 半 乳糖 车 酶 活性 随 侵 染 AcMNPV-Gal 
时 间 而 变化 的 直方 图 
Fig. 9 Histogram depicting the change of recombinant 
B-galactosidase activity in the parent cell line RIRI-PX1 
and the clonal stram RIRI-PX1-C24 at various time 
points after inoculation with AcMNPV-Gal 
AcMNPV-Gal: 重组 B- 半 乳糖 苷 杆 状 病毒 Recombinant 


baculoviruse carrying B-galactosidase. 


活性 均 达 到 最 高 值 ,之 后 逐渐 降低 。t 检验 结果 显 
示 , 重 组 SEAP 在 克隆 株 RIRI-PX1-C24 中 的 表达 量 
较 亲 本 细胞 系 RIRI-PX1 也 没有 显著 提高 (1 = 
-0.634, df=40, P=0.530 >0.05) 。 
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图 6 亲本 细胞 系 RIRI-PX1 和 克隆 株 RIRI-PX1-C24 中 
重组 SEAP 酶 活性 随 侵 染 AcMNPV-SEAP 
时 间 而 变化 的 直方 图 
Fig. 6 Histogram depicting the change of recombinant 
SEAP activity in the parent cell line RIRI-PX1 and 
the clonal strain RIRI-PX1-C24 at various time 
points after inoculation with AcMNPV- SEAP 

AcMNPV-SEAP: 重组 分 泌 型 碱 性 磷酸 酶 杆 状 病毒 Recombinant 
ass oartyine Sovieted dllaline phvadhatase, 同 帅 焕 杠 为 平 网 
值 二 标准 差 ; 星 号 示 同 一 时 间 两 细胞 系 之 间 差 异 显 车 (P<0.05， 
独立 样本 t 检验 )。Data in the figure are mean + SD, and the 


asterisk indicates significant difference ( P < 0. 05, independent 





samples t-test) between the two cell strains at the same time. 


2.5 了 RIRI-PXL 和 RIRI-PX1-C24 细胞 系 来 源 的 分 
子 鉴定 
使 用 10 条 ISSR 引物 检测 RIRI-PX1-C24 的 多 
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态 性 以 区 分 亲本 细胞 系 RIRI-PX1 与 其 克隆 株 RIRI- 
PX1-C24。 从 图 7 电泳 结 采 发 现 10 条 引物 均 能 扩 
增 出 PCR 条 市 ,每 条 引物 产生 的 条 帘 数 从 2 ~7 条 
不 等 ,大 小 从 200 ~1 500 bp 不 等 。 计 算 2 个 供 试 细 
胞 系 的 遗传 相似 性 指数 获得 表 1 结 末 。2 个 供 试 细 


RIRI-PX1 


-ww 


胞 系 使 用 ISSR1, ISSR5, ISSR6 及 ISSR9 这 4 条 引 
物 扩 增 出 的 条 寓 存 在 差别 ,其 遗传 相似 性 均 小 于 
100% ,特别 是 ISSRS 对 应 条 市 其 遗传 相似 性 为 0， 
说 明 亲 本 细胞 系 RIRI-PX1 和 克隆 株 RIRI-PX1-C24 
在 基因 型 上 是 有 差异 的 。 








ISSR3 ISSR5 ISSR9 ISSR10ISSR1 ISSR2 ISSR4 ISSR6 ISSR7 ISSR8 


RIRI-PX1-C24 





图 7 亲本 细胞 系 RIRI-PX1 和 克隆 株 RIRI-PX1-C24 的 ISSR 扩 增 产物 凝 胶 电泳 图 
Fig. 7 Gel electrophoresis pattern of ISSR amplification products of the parent cell line RIRI-PXI1 
and the clonal strain RIRI-PX1-C24 
ISSR1 - ISSR10: PCR 引物 PCR primers; M: 全 式 金 100 bp Plus DNA Ladder (TransGen Biotech, Cat. BM311). 


表 1 亲本 细胞 系 RIRI-PX1 和 克隆 株 RIRI-PX1-C24 
基于 ISSR 扩 增 产物 的 遗传 相似 性 指数 
Table 1 Genetic similarity index of the parent cell line 
RIRI-PXI1 and the clonal strain RIRI-PX1-C24 
based on ISSR amplification products 





| 用 总 条 市 数 共有 条 市 数 ”遗传 相似 性 指数 (% ) 
pe Number of Number of Genetic similarity 
bands common bands index 
ISSR1 6 5 83.33 
ISSR2 4 4 100. 00 
ISSR3 3 3 100. 00 
ISSR4 3 3 100. 00 
ISSR5 7 0 0.00 
ISSR6 4 3 75. 00 
ISSR7 5 5 100. 00 
ISSR8 3 3 100. 00 
ISSR9 1 50. 00 
ISSR10 2 2 100. 00 
3 讨论 


柑橘 凤 暴 单 细 胞 克隆 株 RIRI-PX1-C24 与 亲本 
细胞 系 RIRI-PX1 具有 相同 的 遗传 青 景 , 但 两 者 的 基 
因 型 特性 和 对 病毒 的 敏感 性 仍 有 明显 差异 。 比 较 3 
种 重组 蛋白 在 RIRI-PX1-C24 和 RIRI-PX1 中 的 表达 











水 平 发 现 , 胞 内 表达 的 重组 GFP 在 克隆 株 RIRI- 
PX1-C24 中 的 表达 水 平 显著 高 于 在 亲本 细胞 系 
RIRI-PX1 中 的 表达 水 平 ,但 RIRI-PX1-C24 中 分 泌 
型 蛋白 B- 半 乳糖 苷 酶 和 SEAP 的 表达 水 平 较 亲 本 细 
胞 系 中 并 无 显著 提高 。 

与 常规 的 通过 显 微 观察 来 分 闫 病变 细胞 的 方法 
相 比 ,本 研究 中 采用 共 继 双 抗 标记 AcMNPV GP64 
重 白 并 使 其 显 色 的 方法 ,可 更 加 直观 地 标示 出 受 病 
毒 感 染 的 区 域 和 规模 ,避免 了 人 为 主观 判断 所 导致 
的 误差 ,特别 适合 应 用 于 重组 AcMNPYV 对 宿主 细胞 
侵 染 力 研 究 。 由 于 重组 AcMNPYV 中 的 多 角 体 蛋白 
基因 (polyhedron gene ) 被 外 源 基 因 所 替代 ,导致 重 
组 AcMNPV 无 法 在 箱 主 中 形成 多 角 体 包 被 的 包涵 
体 病 毒 ,通过 显 微 观察 很 难 区 别 受 侵 染 的 病变 细胞 
个 体 ,利用 本 研究 中 使 用 的 免疫 标记 法 可 以 有 效 殉 
服 这 个 问题 。 

禁 橘 风 蝶 细胞 均 能 够 表达 供 试 的 3 种 重组 重 
日 ,但 与 常用 的 箱 主 细胞 系 如 S89 相 比 [相同 试验 条 
件 下 ,Sf9 细胞 分 别 接种 了 3 种 重组 杆 状 病毒 ,96 h 
后 检测 到 重组 GFP 在 SS 中 的 表达 量 最 高 值 为 
1 260.67 +88.64 个 / 孔 ,重组 B- 半 乳糖 苷 酶 的 酶 活 
性 最 高 值 为 (706. 051 + 10. 612) x 10”… mU ,重组 
SEAP 的 酶 活性 最 高 值 为 (32 656.700 +24 486.79) x 
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10… mU( 未 发 表 数 据 ) ] ,其 表达 水 平 仍 较 低 。 我 们 
推测 造成 这 种 结果 的 主要 原因 是 柑橘 风暴 并 不 是 
AcMNPY 的 天 然 宿主 , 受 重组 病毒 侵 染 的 细胞 数量 
较 So 低 。 目 然 界 中 杆 状 病毒 具有 高 度 的 答 主 特异 
性 ,一 种 病毒 往往 只 能 感染 亲缘 性 较 近 的 少数 几 种 
昆虫 。 但 这 种 宿主 特异 性 是 相对 的 ,每 种 病毒 有 一 
个 原始 宿主 ,但 也 往往 可 以 感染 若干 替代 宿主 ( 刘 
丽华 , 2006) 。AcMNPY 的 和 宿主 域 较 广 能 感染 多 种 
钱 埃 目 昆 虫 。 正 是 这 个 原因 使 AcMNPYV 成 为 BEVS 
最 常用 的 载体 而 被 用 于 构建 重组 病毒 ,在 其 敏感 型 
宿主 细胞 内 能 够 大 量 表 达 外 源 和 蛋白 。 由 此 可 见 , 重 
组 病毒 表达 载体 的 选择 是 影响 外 源 和 蛋白 表达 水 平 的 
重要 因素 。 目 前 ,一 个 可 能 的 改进 方法 是 通过 对 
AcMNPYV 笨 主 识别 域 基因 的 改造 扩大 循 主 范围 从 而 
提高 受 侵 染 细胞 数量 ,最 终 获得 更 高 的 外 源 和 蛋白 表 
达 量 (Zheng et al., 2005 ) 。 另 一 方面 ,克隆 株 RIRI- 
PX1-C24 由 单 细胞 分 裂 增 殖 获 得 ,其 生物 学 特性 与 
亲本 细胞 系 RIRI-PX1 确实 存在 显著 差异 。ISSR 指 
纹 图 谱 结 果 也 证 实 RIRI-PX1-C24 与 RIRI-PX1 在 分 
子 水平 也 存在 一 定 差 异 ,这 可 能 提高 了 箱 主 细胞 对 
重组 AcMNPYV 的 吸收 ,导致 重组 GFP 的 表达 量 增 
高 。 柑 橘 风 蝶 细胞 系 及 其 克隆 株 能 否 通过 对 重组 病 
毒 或 者 宿主 细胞 系 的 改造 提高 外 源 基 因 表 达 水 平 还 
有 待 进 一 步 研 究 。 
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